










































































































 ・本論文は歯髄の炎症における kinln 系の役割を解明する一環として行ったもので・ 特 に 歯 髄
 ki頴照se の特性について調べたものである。 すでにヒト歯髄に k三nl舩se が春祭すること, そして
 その特性等については昭和54年の報告で明 らかにしてあるが, ここでは実験動物としてラットを選
 びf. 歯髄 kin量nase の特性を調べ, さらに分離精製を試みた。 次にラット血漿の klninase も分離
 し, bradyh麺n 分解様式について歯髄 kininase と比較し相異を明らかとした。 まず歯髄を摘出
 しホモジネートとし, 凍結融解を5回繰り返した後, 遠心 し, その上清を薄葉液としてその特性を
 調べ以下の結果を得た。
 i) pH の影響:この酵素液は pH 6以下および 10以上で酵素潜性は見られず, 至適 pH は 8.0～
 き.5 であった。 2) 温度の影響:酵素液を 40。, 45。, 50。, 55。, 60。C で 10分間舶温処遇した後
 活性を測定した所, 温度上昇するにつれて活性が低下し, 55。C, 10分で失活した。 3) 経時的安定
 性:酵素液を 4。C で保存した場合 20日後では濡性はわずかに減少した。 しかし 一15。C に凍結保
 存すると 37日後においても 106%の活性が持続 した。 4) イソヒずターの影響:酵素液に対して
 最も強い抑制を示したものは CdSO4 であった。 次いでキレート剤である OPT が強い抑制効果を
 示した。 CoC12 は中等度, arg翻ne, EDTA は趣く弱い抑制効果であり, EACA, trasylo1 では
 ぽとんど効果はみ られなかった。 これ らの結果はラット歯髄の k観nase の特性がヒ ト歯髄のそれ
 とほとんど差違がないことを示している。 次いでラット血漿と歯髄 ki煎舩se の分離精製を試み,
 両酵素による bradykin量n の加水分解様式をアミノ酸自動分析装麗により調 べ た。 酵素 試 料は
 S切hadex G-200 によりゲル炉過し, 更に DEAE-Sephadex A-50 でカラムク・マトグラフィー
 を行った結果, 各々で二成分の酵素が得 られた。 それらの酵素の bradyk圭n沁 分解様式 を 調 べ た
 所, 血漿の酵素は bradykin鎗 の 6端の Arg を遊離する k雌naseIと 肱e8・Arg9 を遊離す
 る k圭n量nase II であることが示唆された。 一方歯髄では bradyki揃n のC端から4位の Gly およ
 び6位の Ser までのアミノ酸を切る carboxypeptidase 様酵素であった。 これらの結果よ り 歯 髄
 k翻nase は 血漿中のものとは分子量も bradyk圭nin に対する作用も異な り, 同一酵素ではないこ
 とが判明した。 なお現段階で は歯髄 kininase は Erd6s, R破gstad, Iwata, Ko圭da, Oriowski,
 01ive1ra 等が報告している諸臓器中の kininase とは異なる酵素と考え られる。 歯髄内にこの様な
 特異的な kln in ase が存在するこ とは歯髄内の発炎 機構において bradykinin が重要な役割を演 じ
 ていることを示唆するものであろう。 この酵素が歯髄の病態時にいかな る意義を持つかを更に追求
 していけば, 保存療法の難しいとされている歯髄災の治療法の解明に寄与するものと考え られる。
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審査結果要旨
 K圭nin 類が初覇炎症の Ined圭ator であることおよびその分解酵素 が kinまnase であることは 既に
 明らかにされている。 しかし歯髄では, kin三n 類の検出が難しく, 歯髄炎に関与する mediator の
 解明は未だ充分にはな されていない。
 本論文は歯髄中に k1ninase が存在することを明 らかにするとともに, この酵素の特性を詳綱に
 検討 したものであ る。
 実験にはラット歯髄を胴い, 凍結融解をくり返 したのち遠心分離した酵素液, および酵素液を
 ge1 濾過後 column chromatograp麺 で分離した精製液を用いている。 kin三nase 活性は 疑adyk-
 inln を基質とし・ 酵素液と incubate したとき残るbradykin至難 量を摘出ラット子宮 筋 を用 い た
 b圭oassay で漏定している。 歯髄の kiainase 活性は pH6・0 から iO.0 の範囲で認められ, pH8.5
 に極大値があること, 酵素活性の耐熱性については 55。C, 10分間加熱で活性はなくなり 50。C, 10
 分間処理では 50%となることなどを観察している。 酵素抑欄剤として CdSO4, 0PT, CoC12,
 EDTAJ-arginlne, EACA および trasy1ol などを選び歯髄 ki短nase 活性に及ぼす効果を み た
 実験では, CdSO4 のそれが最も大きく, 4.8×iO』5M で1GO%, 4.8×10一6Mでは80%, 4. 8x10榊マM
 では20%の抑制率を得てい る。
 また, 歯髄 k墨nipase と同じ方法でラット血漿中の kininase を分離・精製し, 歯髄 kin三nase
 との比較を行っており, ge工 濾過による分離では各々が2成分系に分かれる こ と, およ び 歯 髄
 kまn鎗&se の方が血漿 kininase より遅れて爵現することを観察し, 歯髄 kininase の分子量が鑑漿
 k圭n沁ase のそれよりも小さいであろうと推論している。
 kinlnase の作用様式については, ラット歯髄 kininase およ び 血 漿 kin油&se で bradykinin
 を加水分解 したときに得 られる am1no 酸組成を分析 し, 血漿 k撤nase の2 成 分は そ れぞ れ
 k量ninasd と kininase II に対応すること, および歯髄 kininase の一成分は Arg, Phe, Pro,
 Ser の4種の amino 酸を, もう一方の成分では Arg, P蜘, Pro, Ser の他に Giy までも遊離す
 ることをみており, それ らは carboxypept量dase 様酵素であろうと示唆している。
 以上のごとく, 本論文は歯髄に kininase が存在することを実証し, それが基質分解様式におい
 ても分子量においても血漿 k三nlnase とは異なった, より小さい酵素であることを明らかにしたも
 のである。 この研究は歯髄炎の発生するメカニズムを解甥する上で寄与するところが大きい。 よっ
 て学位授与に値するものと認め る。
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